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摘　要　维生素 E在动物细胞内具有抗氧化等重要作用 , 但在植物体内的功能却鲜为人知. 本实验利用 C aMV 35S启
动子与来源于拟南芥的编码生育酚环化酶(TC)的 cDNA (VTE 1)构建的嵌合表达载体 , 以根癌农杆菌介导的叶盘法转
化烟草W38.实验结果表明 , 具有卡那霉素抗性的再生植株经 RT-PCR检测 ,得到了与阳性对照一致的 495 bp的目标
片段;转基因植株的 VE含量比对照植株高 2倍左右 , 个别株系高达 11倍.实验还发现 ,在耐盐性实验中转基因植株对
盐的抗性明显高于野生型烟草;同时 , 在不同盐浓度(150、 250 mm ol /L)胁迫下转基因植株 VE含量比未转化植株增加
了 1. 3 ～ 1. 8倍 , 首次证明 VTE1与植物耐盐性之间的关系. 图 7参 30
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Abstract　V itam in E is an essential an tioxidant in the hum an ce lls, while its function in plants is unknown. In th is study, to-
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　　植物在生长过程中常常会遭遇极端温度 、干旱 、强光照 、高





合成 [ 1] , 是动物及人类日常饮食的必要组分 , 统称维生素
E[ 2 , 3] .它主要由一个芳香环头部和脂溶性尾部组成 , 根据头部
甲基的数目和位置的不同分为 α-、 β-、 γ-和 δ-生育酚 4种构
型 [ 3] , 其中 α-生育酚的活性最高. 它们具有脂溶性抗氧化剂的
作用 , 可以清除单线态氧 [ 1 , 4] , 推测生育酚与膜脂水解产物形
成复合物保护膜的完整性 , 并可调控基因转录及转录后的加
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工 [ 4～ 7] .
植物中生育酚的合成发生在叶绿体内膜. 目前 , 生育酚合
成途径中所有相关酶的编码基因已被鉴定出来 [ 8～ 13] . 首先 ,以
莽草酸途径产生的尿黑酸和非甲羟戊酸途径产生的植基焦磷
酸作为底物 [ 14 ～ 17] , 在尿黑酸植基转移酶的催化下生成 2-甲基-
6-植基-1, 4-苯醌(M PBQ),后由 MPBQ甲基转移酶催化生成 2,
3-二甲基-5-植基-1, 4-苯醌(DMPBQ). 植物中 DM PBQ发生环
化生成 γ-生育酚 ,甲基化后生成 α-生育酚 , 而 M PBQ环化则生
成 δ-生育酚 , 然后甲基化生成 β-生育酚 [ 11 , 15 , 18] . 其中 DM PBQ
及 MPBQ的环化反应是由生育酚环化酶 (TC)催化的 ,环化后
产生的芳香环结构对于清除氧自由基起着非常重要的作
用 [ 19] .截至目前 , TC编码蛋白仅从蓝细菌 Anabaena variabilis
中纯化和鉴定出来 [ 18 , 19] , 但 TC的编码基因已从蓝细菌 Syne-
chocystis sp. PCC6803、拟南芥和玉米中克隆出来 [ 11 , 20] , 从而为
探讨生育酚环化酶及其调控生育酚生物合成的作用提供了基
础. 已有研究表明 ,油菜中过量表达生育酚环化酶基因可以增
加油菜籽中生育酚总量 ,并改变菜籽油中生育酚的组成 [ 21] .此
外 , 提高植物生育酚含量可以增加植物对强光 、干旱 、极端温度
等逆境的抵抗性 [ 22] .高盐能引起渗透胁迫 、离子危害和活性氧
的聚集 , 造成氧胁迫 , 使膜完整性受损 、光合能力下降 , 从而抑
制植物生长 , 加速衰老死亡 [ 23] . 然而 ,迄今为止 ,有关生育酚对
盐胁迫响应关系的研究还未见报道.
本文利用根癌农杆菌(Agrobacterium tum efaciens)介导法在
烟草中过量表达拟南芥 VTE 1, 检验转基因烟草维生素 E含量




1. 1. 1　植物材料　　供试烟草(Nicotiana tabacum)为W 38的
无菌试管苗 ,以 M S为基本培养基 , 附加 3%蔗糖 , pH 5. 8, 于
24 ℃、自然光下培养 ,每 20 d继代一次.
1. 1. 2　农杆菌菌株和质粒　　菌株为 GV3101, 其中含有植物
表达载体 pB INAR[ 11] , 其上带有来自拟南芥的生育酚环化酶编
码基因 VTE1、抗卡那霉素(Kan)筛选剂的新霉素磷酸转移酶
(NPTⅡ )基因 NPTⅡ . 具体结构如图 1所示.
图 1　植物表达载体 VTE1-pB INAR-KAN的 T-DNA结构图
Fig. 1　D iagram of T-DNA of th e vector VTE 1-pB INAR-KAN
VTE 1:Tocoph ero l cyclase cDNA gene;35S:CaMV 35S p romo ter; nos:
Nopaline synthase p romo ter;NPTⅡ:Neomycin phosphotran sferase gene;
A rrow s ind icate the d irection of transcript ion;RB:right T - DNA border;
LB:left T -DNA border
1. 1. 3　培养基(以下培养基均采用高压灭菌 )　　YEB培养





O 0. 439 g /L, pH 7. 0;烟草转化基本培养基:①
共培养培养基:MS0 +6-BA 1 mg /L+NAA 0. 1 m g /L, pH 5. 8;
②分化培养基:MS0 +6-BA 1 mg /L+NAA 0. 1 m g /L+Kan
150 m g /L+Ce fo 400 mg /L, pH 5. 8;③ 继代培养基:MS0 +
Kan 150 m g /L+Cefo 400 m g /L, pH 5. 8;④生根培养基:M S0
+Kan 150 m g /L, pH 5. 8.
1. 1. 4　酶和试剂 　　Taq DNA 聚合酶购自上海生物工程
(Sangon)公司 , PCR引物由 Sangon公司合成. 利福平 (Rif)和
卡那霉素(Kan)为 S igm a公司产品 , 头孢霉素(Ce fo)和其它试
剂为国产分析纯.
1. 1. 5　PCR引物　　检测 VTE1所用的两条引物 , 选用生育
酚环化酶碱基编码序列中的均为 21 bp的两段:引物 Ⅰ序列:
5’ -AAGGTTTGAGTTTCGGGATGC-3’ ;引物Ⅱ序列:5’ -AATG-
GCAGCAGTGGAGATAGG-3’ . 引物由上海宝生物工程公司合
成. 扩增片段大小为 495 bp.
1. 2　转化方法
1. 2. 1　农杆菌的培养　　在转化前从 - 70 ℃低温冰箱中取
出保存农杆菌 , 划线于附加 50 mg /L Kan、 50 m g /L R if的 YEB
平板 , 28 ℃倒置培养至长出单菌落. 挑取一个单菌落接种于
10 mL附加 50 m g /L K an、50 mg /L R if YEB液体培养基中 , 28
℃, 240 r /m in黑暗中振荡培养过夜.取 100 μL活化菌液接种
到 25 mL不含抗生素的 YEB中 , 相同条件下继续培养至对数
生长期(约 2 h左右 ), 收集菌液离心去上清 , 用 MS0液体培养
基重悬浮并稀释到 D600 nm =0. 3 ～ 0. 6备用.
1. 2. 2　农杆菌转化烟草叶片　　选取继代 20 d左右的烟草
无菌苗叶片 , 剔除叶脉 , 切成直径 0. 5 cm左右的小碎片;将切
好的碎片浸泡于菌液中 ,静置转化 5 m in;将叶片转移到灭菌滤
纸上吸去多余菌液;将转化后的叶片叶面朝上 , 分散在共培养
培养基中暗培养 2 d;后用 M S液体培养基冲洗转入筛选培养
基 , 25 ℃, 16 h光照条件下培养 , 2 wk继代 1次至抗性愈伤
出现直至芽分化;待芽长至 2 cm 高时转入生根培养基中诱导
生根(培养条件同前);根生至根系较发达时打开瓶口 , 炼苗 3
d即可转入土钵 , 30 d后即可正常生长.
1. 3　转基因植株 PCR检测程序
(1)利用 CTAB法提取转化植株总 DNA. (2)烟草再生
苗的 PCR检测:取上述制备的总 DNA 40 ～ 150 ng,在 25μL的
反应体系中 , 进行基因的 PCR扩增.具体的反应循环体系条件
为:①热启动 94℃, 5 m in;②变性 94 ℃, 1 m in;③退火 56
℃, 1 m in;④延伸 72 ℃, 1 m in, 共 30个循环 ,最后 72℃反应
5 m in. PCR阳性对照的模板为大肠杆菌质粒 , 阴性对照的模





RNA PCR K it Ve r3. 0)说明书进行.
1. 5　转基因植株 VE含量的测定




径为 5 mm大小的叶盘 , 用水及不同浓度的盐处理 48 h后 , 观
察其抗性表现 , 并测定其 VE及脯氨酸含量.
2　结果与分析
2. 1　抗 Kan植株的获得
经含 K an的选择培养基及生根培养基筛选后共获得 35株
抗 K an的 T0代烟草植株 , 移栽后存活 32株 ,生长状况良好.
2. 2　PCR检测结果
对 32株抗 Kan转化植株提取 DNA进行 PCR检测. 部分




片中提取 RNA, 通过 RT-PCR检测发现有 10株扩增出 495 bp





含量均比野生型高,普遍高 2倍左右 ,最多高达 11. 32倍(图 4).
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图 2　部分转基因烟草植株的 PCR检测结果
Fig. 2　Detection ofVTE 1 gene in t ransgen ic tobacco p lants by PCR
M:M ark er; 1:Posi tive con trol;2:W ater;3:Non-tran sgen ic tobacco
p lan t;4～ 9:T ransgen ic linesA, B, C, D, E, F
图 3　部分转基因烟草植株的 RT-PCR检测结果
Fig. 3　Detection ofVTE 1 gene in transgen ic tobacco p lants by RT-PCR
M:Marker;1:pNARVTE1;2:C on trol;3 ～ 8:Tran sgen ic linesA, B, C,
D , E, F
烟草植株类型 Tobacco p lan t type
图 4　野生型烟草(WT)与转基因烟草(TP)植株 VE含量
Fig. 4　VE conten ts ofw ild type (W T) and transgen ic tobacco p lan ts (TP)
2. 5　盐胁迫耐受性结果
2. 5. 1　野生型烟草和转基因烟草对不同浓度盐处理的耐受性
表现　　经 48 h处理后 , 在 150 mm ol /L盐浓度下 , 野生型和
转基因烟草受伤面积不大 ,从表型上可见前者受伤程度略比后
者严重 , 利用画纸称重法计算该盐浓度下烟草叶片枯死面
积 [ 27] ,结果表明 , 野生型和转基因烟草枯死面积分别是 0. 096
cm2和 0. 084 cm2 , 野生型受伤面积略高于转基因烟草.在 250
mm o l /L盐浓度下 , 野生型和转基因烟草枯死面积分别是 0. 273
cm2和 0. 134 cm2 , 野生型受伤面积明显高于转基因烟草. 可见 ,
野生型与转基因植株经盐处理后 ,后者对盐的耐受性比前者强
(图 5).
2. 5. 2　野生型与转基因烟草在不同盐浓度下 VE含量比较
在不同盐处理条件下 , 野生型烟草和转基因烟草 VE含量在
150 mm o l /L条件下均达到最高 ,分别是 0 mm o l /L的 1. 9倍和





高而升高 , 而转基因烟草中脯氨酸含量则是先升高后降低 , 野
生型烟草和转基因烟草的脯氨酸含量在 150 mm o l /L下分别是
0 mmo l /L的 2. 27倍和 9. 35倍 , 在 250 mm o l /L下分别是 0
mm o l /L的 5. 27倍和 6. 22倍(图 7).
图 5　不同浓度盐处理下野生型烟草和转基因烟草植株耐受性表现
Fig. 5　D ifferent tolerances ofw ild type and transgen ic plan ts
at d ifferent con cen trations of NaC l
图 6　野生型烟草与转基因烟草植株在不同盐浓度下 VE含量
Fig. 6　VE conten ts ofw ild typ e and transgen ic tobacco p lants
at d ifferent con cen trations of NaC l
图 7　野生型烟草与转基因烟草植株在不同盐浓度下脯氨酸含量
F ig. 7　Proline conten ts ofw ild type and tran sgen ic tobacco p lants
at d ifferent con cen trations of NaC l
3　讨 论
本文实验发现 ,盐胁迫下转基因植株的表型比野生型对盐
的耐受性提高;在一定盐浓度 (150 mmo l /L)下 , 转基因植株的
VE含量比野生型增加得快 , 而在高盐浓度 (250 mm ol /L)下 ,
植株体内 VE含量都有所下降 , 但转基因植株下降得慢. 这些
结果说明 , 植物内源 VE的过量表达提高了转基因烟草对外界
胁迫的适应性 , 而这种功能很可能是通过 VE能够有效地清除
细胞内的自由基而实现的. 前人的研究表明 ,当植物遭遇环境
胁迫时 α-生育酚水平的变化一般要经历两个阶段:第一阶段
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是生育酚合成增加 , 第二阶段则是生育酚网络的消失 , 这种变
化主要依赖于环境胁迫的强度及植物对胁迫的敏感性.植物可
以通过提高生育酚的水平来应对外界的胁迫条件 , α-生育酚
的增加可以提高植物对胁迫的耐受性 , 降低氧化伤害. 如果外
界胁迫条件过于严重 ,叶绿体上的氧自由基数量急剧增加 , 导
致 α-生育酚水平的降低 , 由 α-生育酚所清除的单线态氧不能
有效地降低自由基的数目 ,生成的生育酚苯醌和其它氧化产物
也不能循环被 α-生育酚利用 , 从而引起生育酚网络的损坏 ,植
株受到氧化伤害最终导致细胞死亡 [ 28 , 29] . 不过 ,前人的这些理
论均是利用非转基因调控体系所取得的间接实验结果.而本文




一个重要功能就是可以清除羟自由基 [ 30] .实验发现 , 野生型烟
草体内脯氨酸含量随盐浓度的升高而升高 ,转基因植株体内脯
氨酸含量则表现出先升后降的趋势.比较盐处理下 VE及脯氨
酸含量两图 , 发现在 3种盐浓度下转基因植株脯氨酸变化同
VE含量的变化一致 , 推测在一定逆境条件下 ,生育酚水平的变
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